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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

INSAN GCSF PROTEINININ KOEKSPRESYON iLE COZUNUR FORMDA
URETILMESI, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

MUSTAFA SONGUR

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIiM
ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR iSA GOKCE)

Insan graniilosit koloni uyaric1 faktér (GCSF) hematopoetik bir bilyiime faktdrii olup
notrofil yapiminda ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Klinikte oldukca
onemli bir yere sahip olan GCSF, kemoterapiye bagli ndtropeni ve AIDS tedavisi gibi
immiin sistemin ihtiya¢c duydugu noétrofil seviyesine ulasmasina yardimci olmasi
amaciyla kullanilmaktadir. GCSF gibi 06zellikle insan kokenli olan bazi yabanci
biyomolekiiller Escherichia coli (E. coli) ekspresyon sistemi ile ekspresyonu sirasinda
farkli etmenlerden dolay1 bazen agregasyona ugrar ve inkliizyon cisimcigi olustururlar.
Bu ¢ok degerli molekiillerin geri kazanimi i¢in cogu zaman yeniden katlama (refolding)
islemleri uygulanir, fakat yine de kayda deger miktarda protein kullanilamaz halde kalir.
Refolding islemleri hem masrafli hem zaman alict hem de tam verimli etkiye sahip
olmamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, bu tez ¢alismasinda koekspresyon yontemi ile
saperon proteinlerin kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Bu kapsamda bes saperon plazmit
sistemi kullanilarak (pG-KJES8, pGro7, pKIJE7, pG-Tf2, pTfl16) GCSF’nin ¢dziiniir
formda {retimi saglanmaya calisilmistir. Yapilan deneyler sonucunda pKIJE7
plazmidinin GCSF’yi ¢oziiniir formda elde etmede daha etkili oldugu bulunmustur. Bu
sistem ile koeksprese edilen GCSF proteini afinite kromotografisiyle yiliksek saflikta
elde edilmis ve insan gbobek bagi endotel hiicreleri (HUVEC) iizerindeki proliferatif
aktivitesi ortaya koyulmustur. Sonug olarak, daha once E. coli ekspresyon sisteminde
inkliizyon cisimcigi olarak ¢oken GCSF, saperon proteinler ile koekspresyon
neticesinde dogru sekilde katlanarak, islevsel ve saf olarak elde edilmistir.

2021, 53 SAYFA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF HUMAN
GCSF PROTEIN IN SOLUBLE FORM WITH CO-EXPRESSION

MUSTAFA SONGUR
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF
DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR: PROF. DR. iSA GOKCE)

Human granulocyte colony stimulating factor (GCSF) is a hematopoietic growth factor
and plays a crucial role in neutrophil production and differentiation. GCSF, which has a
very important place in the clinic, is used to help the immune system up to the level of
neutrophils required by the immune system, such as chemotherapy-induced neutropenia
and AIDS treatment. Some foreign biomolecules, especially of human origin, such as
GCSF, sometimes aggregate because of different factors during expression and creates
inclusion bodies in E.coli expression system. Refolding process is often used to recover
these very valuable molecules, but still significant amounts of protein remain unusable.
Refolding processes are both costly, time consuming and not fully efficient. For these
reasons, the use of chaperone proteins by co-expression method has been considered in
this thesis study. In this context, using five chaperone plasmid systems (pG-KJES,
pGro7, pKIJE7, pG-Tf2, pTf16) it has been tried to produce GCSF in soluble form. As a
result of the experiments, it was found that pKJE7 plasmid is more effective in
obtaining GCSF in soluble form. GCSF protein co-expressed with this system was
obtained in high purity by affinity chromatography and its proliferative activity on
human umbilical cord endothelial cells (HUVEC) was demonstrated. As a result, GCSF,
which previously aggregated as an inclusion body in the E. coli expression system, was
correctly folded by co-expression with chaperone proteins and was obtained as
functional and pure.
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KEYWORDS: Granulocyte colony stimulating factor (GCSF), Co-expression,

Recombinant protein, Biotechnology
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1. GIRiS

Rekombinant DNA teknolojisi gliniimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilan ve gelecek
vaat eden bir bilim dalidir. Temel olarak restriksiyon endoniikleaz enziminin kesfi ile
baslayip giiniimiize kadar uzanmis ve kullanim alani yayginlagsmistir. Rekombinant
DNA teknolojisi sayesinde giliniimiizde pek c¢ok alanda kolaylik saglanmistir.
Rekombinant DNA teknolojisi, ¢cagimizin endiistriden tarima, tip alanindan gidaya
kadar genis bir yelpazede ihtiyag duydugu pek c¢ok gereksinimi kargilamakta

kullanilmaktadir.

Biiylime faktorleri viicudumuzda farkli islevlerden sorumlu ve olduk¢ca 6nemli
fonksiyonlara sahip biyomolekiillerdir. Hiicrelerin biiylimesinden ¢ogalmasina,
farklilagsmasindan onarimina ve hatta gogiine kadar pek cok olayda rol oynamaktadir.
Graniilosit koloni uyarici faktor (GCSF) insan fibroblast hiicrelerinde, makrofajlarda,
ilik stroma hiicreleri ve endotel hiicrelerinde dogal olarak veya Rekombinant DNA
teknolojisi ile laboratuvarda firetilen graniilosit Oncii hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
olgunlagmasini uyaran bir biliylime faktoriidiir. GCSF, notrofil yapimin stimiile ederek
hem kemoterapiye bagl ndtropeniyi, hem de diger nétropenik rahatsizliklar1 gidermek
icin klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Hayvan modelleri {izerinde yapilan in vitro
ve in vivo aragtirmalarin etkileri, bu sitokinin fagositozda gdrev alan graniilosit
hiicrelerinin  biliylimesi ve farklilagsmasmni sagladigi daha Onceki ¢alismalarda

yayimlanmistir (Aktas, 1996).

Rekombinant olarak iiretilen biyo-aktif bilesenlerin saflagtirilmasi sirasinda bazi
zorluklar meydana gelebilmektedir. Bunlardan en ¢ok karsilagilani biyomolekiiliin
inkllizyon cisimcigi olarak agregasyona ugramasidir. Bu sorun daha pek ¢ok sorunu
beraberinde getirebilmekte ve saflastirma siirecini sekteye ugratabilmektedir. Oldukca
stk karsilagilan bu durum karsisinda bazi yontemler sayesinde giderilmektedir. Bu
yontemlerden en cok bilineni rekombinant iiriiniin kimyasal c¢ozeltiler ile refolding
islemlerine tabi tutularak yeniden katlanip ¢ boyutlu yapisinin  kazanimi
hedeflenmektedir. Fakat bu islem sonrasinda hala dogru katlanamayan hedef iiriin

kaldig1 daha 6nceki caligsmalarda saptanmistir (Vallejo ve Rinas, 2004).



Konake1 hiicrelerde rekombinant proteinlerin asir1 liretimi genellikle {irlinlerin yanlis
katlanmasina ve agregasyona ugramasina yol acar. Rekombinant proteinlerin ¢oziilebilir
formda iiretilmesi adina daha 6nce pek ¢ok calisma yapilmis, fakat bu hedefe en yakin
sonuglar saperon proteinler ile koekspresyon sistemi ile elde edilmistir. Saperonlar, yeni
sentezlenen proteinlerin dogal duruma katlanmasina yardimci olarak yanlis katlanmis ve
kiimelenmis proteinleri yeniden katlayan bir kalite kontrol sistemi saglamaktadir. E. coli
sitoplazmasinda, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi ribozomla iligkili trigger
faktor, DnaK sistemi (DnaJ ve GrpE ko-saperonlar1 ile DnaK sistemi (DnalJ ve GrpE
ko-saperonlar1 ile DnaK; KJE) ve GroEL sistemi (GroES ko-saperonlu GroEL; ELS)
tarafindan desteklenir (de Marco ve ark., 2007).

Bu tez caligmasi anemi, 16semi, talasemi, trombositopeni ve kemoterapiden kaynakli
notropeni gibi hastaliklarda klinikte siklikla kullanilan rekombinant GCSF (Grantilosit
koloni uyarict faktér)’nin koekspresyon sistemi ile ¢oziilebilir formda {iretilerek
saflastirilmasini, karakterizasyonunu ve hiicre kiiltiirii calismalarini igermektedir. Tez
calismasi i¢in koekspresyon vektorleri ticari olarak temin edilmis, 6nceki ¢aligmalarda
inkliizyon cisimcigi olarak agregasyona ugrayan rekombinant GCSF’nin ¢oziilebilir
formda elde edilerek saflastirilmasi saglanmis karakterizasyonu belirlenmis, HUVEC
hiicre hatt1 ile yapilan hiicre kiiltiirii calismalar ile hiicre proliferasyonunu arttirmaya,

yonelik katkis1 ve negatif kontrole gore verimi analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BILGILER

2.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; biyosistemler kullanilarak ekonomik degeri yiiksek olan c¢iktilarin elde
edilmesi amaglandigi bir bilim dalidir. Son zamanlarda O6zellikle genetik biliminin
gelismesiyle birlikte bir organizmadan digerine genetik materyallerin transferi ve
endiistriyel Oneme haiz yeni {irlinlerin iiretiminin optimizasyonu icin elverisli

organizmalarin varlig1 biyoteknolojik uygulamalara hiz kazandirmistir (Giil, 2014).

"Biyoteknoloji" bilimi diger bilimlere gore nispeten yeni olmakla beraber biyoteknoloji
uygulamalar1 neredeyse medeniyetin baslangic1 kadar eskidir. Insanlar, secilmis bitki ve
hayvanlarin kontrollii tireme yoluyla gida iirlinleri ve evcil hayvanlar liretmeyi 6grenene
kadar medeniyet gelismemistir. Yirminci ylizyila gelindiginde ise biyoteknoloji
sayesinde organizmalarin bazi 6zellikleri degistirilmeye baglanmistir. Dikkatle kontrol
edilen 1slah programlar1 sayesinde, mahsullerin bitki mimarisi ve meyve 6zellikleri,
mekanik hasadi kolaylastirmak ic¢in degistirilmistir. Bitkiler, belirli ilaglar veya
baharatlar iiretmek icin gelistirilmis ve penisilin veya diger yararl tibbi ve gida iirtinleri

gibi antibiyotikler iiretmek i¢in mikroorganizmalar secilmistir (Crawford, 1983).
Biyoteknolojinin gelisiminde 6nemli yere sahip tarihler ise su sekilde siralanabilir;

-1863, Mendel, bezelye bitkisi iizerindeki calismalariyla canlilardaki karakteristik
ozelliklerin nesilden nesile iletildigini belirleyerek, genetik biliminin temelini

olusturmustur.

-1900, Drosophila, ilk gen aragtirma ¢aligsmalarinda kullanilmigtir.

-1906, Genetik terimi tanimlanmuistir.

-1919, Biyoteknoloji terimi, ilk kez bir Macar Miihendis tarafindan kullanilmigtir.

-1928, Aleksander Fleming ilk antibiyotik olan Penisilin’i kesfetmistir.

3



-1938, Molekiiler Biyoloji terimi tanimlanmustir.

-1940, Osward Avery, genlerin yapitasint DNA nin olusturdugunu bulunmustur.
-1941, Genetik Miihendisligi terimi Danimarkali A. Jost tarafindan kullanilmistir.
-1946, 11k genetik rekombinasyon drnegi gergeklestirilmistir.

-1953, James Watson ve Francis Crick DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapisini

kesfetmistir.

-1970, Smith, Wilcon ve Kelly restriksiyon enzimlerini kesfetmistir.

- 1973, Boyer ve Kohen E. coli’ de ilk gen naklini gergeklestirmistir.
-1980, DNA’nin kopyalanarak ¢ogaltilmasi saglanmistir (PCR teknigi).

-1983, Monsanto ve Agrigenetics sirketleri bitki iiretiminde ilk gen naklini

gerceklestirmis ve bdylece transgenik bitkiler hayatimiza girmistir.

-1994, ABD’de Calgene tarafindan ilk olarak ticari transgenik bitki “Flavr savr

domates” piyasaya siiriilmiistiir.

-1996, Biyosensorlerin kullanilmasina baglanmaistir.
-1997 Doly’nin klonlanmasi1 gerceklestirilmistir.
-1998, Embriyonik kok hiicre ¢alismalart yapilmaistir.

-1999, Deli dana hastaligi i¢in hizli ve gilivenilir teshis sistemi gelistirilmesi

saglanmustir.

-2001: 200,000 calisan, devlete ait $30 milyar gelir, toplam 1450 sirket kurulmustur
(350°s1 kamu sirketi) (Anonim a, 2020).



2.2. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, normal sartlarda hedeflenen bir iirlinii iiretemeyen bir
organizmaya genetik miithendisligi teknikleri ile belirlenen bir ama¢ dogrultusunda gen
manipiilasyonu sayesinde baz1 6zellikler kazandirma prensibine dayanan bir alandir. Bu
teknoloji giiniimiizde pek ¢ok {irliniin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Rekombinant DNA teknolojisinin temeli “Rekombinasyon” islemine dayanir.
Rekombinasyon, farkli donérlerden alinan genetik materyalin eslenerek yeni bir gen
dizisi olusturmasi olayidir. Rekombinasyonun amaci temelde ¢esitlilik olusturmaktir.
Sekil 2.1.’de Rekombinant DNA teknolojisi ile protein {iretim semasi basitge

gosterilmistir.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, Genentech tarafindan Escherichia coli 'de
insan insiilin hormonu iretilmistir ve 1981'de Eli Lilly Company tarafindan patenti
alinmistir. Bundan 6nce, Tip 1 diyabet hastalari, insan formundan tamamen farkli bir
organik bilesige sahip olan domuz pankreasindan izole edilmis insiilin kullanmak
zorunda kalmaktaydi. 1981°den sonra hastalar insan kaynakli insiilin hormonu
kullanmaya baglamislardi. Ardindan insan proteini kullanarak hastaliklarin tedavisinde
yeni bir ¢ag atlandi. Bu terapdtik proteinlerin liretimi, hem iirlin saflig1 hem de miktar

gibi pek ¢ok konuda avantaj saglamistir (Hu, 2018).
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Sekil 2.1. Rekombinant DNA’dan protein tiretimi (Glick, 2010-modifiye edilmistir).

Rekombinant DNA teknolojisi 3 ana basamak seklinde siralanabilir.

1.Basamak Rekombinant DNA teknolojisi (rDNA teknolojisi), ilgilenilen genin
(yabanci DNA) izolasyonu ile baglar. Gen daha sonra bir vektore eklenir ve klonlanir.
Bir vektor, bagimsiz biiyiime yetenegine sahip bir DNA parcasidir. Yaygin olarak
kullanilan vektérler, bakteriyel plazmitler ve viral fajlardir. Ilgilenilen gen, plazmide
entegre edilmistir (Bir plazmit, bir kromozomal DNA'dan fiziksel olarak ayrilmis ve
bagimsiz olarak replike olabilen bir hiicre i¢indeki kii¢iik bir DNA molekiiliidiir. En ¢ok
bakterilerde kiiciik, dairesel, ¢ift sarmalli DNA molekiilleri olarak bulunurlar; bununla
birlikte, plazmitler bazen arkelerde ve Okaryotik organizmalarda bulunur) veya fajda

(Bir faj veya bakteriyofaj, bir bakteriyi enfekte eden ve cogaltan bir virlistiir.



Bakteriyofajlar, bir DNA veya RNA genomunu kapsiilleyen proteinlerden olusur ve
nispeten basit veya ayrintili yapilara sahip olabilir. Genomlar1 en az dort geni ve
ylzlerce geni kodlayabilir. Fajlar, genomlarinin rDNA olarak adlandirilan

sitoplazmasina enjekte edildikten sonra bakteri icinde ¢ogalir.

2.Basamak Yabanci DNA'y1 igeren vektori, proteini ifade etmek i¢in konakei hiicrelere
sokmadan oOnce klonlanmasi gerekir. DNA'nin ¢ok sayida kopyasimi iiretmek icin
klonlama gereklidir. Ciinkii izole edilen genetik materyal genelde konakg¢i hiicrelere

girmek i¢in yetersizdir.

3.Basamak Vektor biiyiik miktarlarda izole edildikten sonra, memeli, maya veya 6zel
bakteri hiicreleri gibi istenen konakgi hiicrelere sokulabilir. Konakgi hiicreler daha sonra
yabanci proteini rDNA'dan sentezleyecektir. Hiicreler biiyiik miktarlarda biiytlidiiglinde,
yabanci veya rekombinant protein izole edilebilir ve biiyiik miktarda saflastirilabilir

(Khan, 2020).

Klinikte ise rekombinant proteinlerin bir kismi olan rekombinant hormonlar,
interferonlar, interlokinler, biiylime faktorleri, tiimor nekroz faktorleri, kan pihtilagsma
faktorleri, trombolitik ilaglar yaygin olarak diyabet, ciicelik, miyokard enfarktiisii,
konjestif kalp yetmezligi, serebral apopleksi multipl skleroz, nétropeni, trombositopeni,
anemi, hepatit, romatoid artrit, astim, Crohn hastalig1 ve kanser gibi baslica hastaliklar

tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Pham, 2018).

2.3. Hematopoetik Biiyiime Faktorleri

Hematopoetik  biiyiime  faktorleri; Hematopoezin  regiilasyonundan  sorumlu
biyomolekiillerdir ve beyaz kan hiicresi yapimini uyararak onlarin farklilasmasini ve
cogalmasinmi saglar (Sekil 2.2). Hematopoetik biiylime faktorlerinin bazilar1 koloni
uyarict faktér (colony stimulating factor, CSF), eritropoetin (erythropoetin, EPO) ve
kok hiicre faktorii (stem cell factor, SCF) gibi baslica biiylime faktorleridir (Aktas,
1996). Tiim hematopoetik biiytime faktorleri pluripotent hiicrelerden kdken almaktadir.
Pliiripotent kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma 6zellikleri vardir (Slukvin,

2013).



Kirmiz1 kan hiicrelerinin iiretimi i¢in, Hemopoietin adi verilen ilk hematopoietik
humoral regiilatér 1906'da tanimlanmistir. Daha sonra Eritropoetin (EPO) adin1 almistir
(Jelkmann, 2007). Fakat, insan EPO'sunun saflastirilmasi 1977 yilinda
gerceklestirilmistir. Pluripotent hematopoetik kok hiicrelerden tiiretilen hematopoietik
progenitdrlerin  proliferasyonunun ve farklilagmasinin hiyerarsik bir goriiniimii
gelistirilmis ve koloni uyaric1 faktorler (CSF'ler) dahil olmak iizere hematopoietik
bliylime faktorlerinin yetenekleri, yar1 kat1 kiiltiirde hematopoietik koloni olusumlarinin
in vitro biyo analizi ile dogrulanmistir. Ardindan ise reseptorleri ve molekiiler

tanimlamalar1 yapilmistir (Metcalf, 2008).

Klinik ¢alismalarda GCSF’nin nétrofil kemotaksisini ve fagositozu arttirdig,
“respiratory burst” mekanizmasini uyardigi, bakterisidal ve fungisidal aktiviteyi, antikora

bagli hiicre toksisitesini (ADCC) arttirdig1 saptanmigtir (Dale ve ark., 1995).

HEMATOPOEZ

Kok hucreler—-.o

——e— e T Huicreleri

Eritrositler
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Makrofajlar '

e

Notrofiller

Sekil 2.2. Hematopoez ile kan hiicrelerinin iiretimi (Anonim b-modifiye edilmistir).



2.4. Graniilosit Koloni Uyaric1 Faktor (GCSF)

Kemoterapi, ¢ogu kanser hastasinda etkin sekilde tedavi amaclh kullanilan bir tedavi
bi¢imidir. Bir¢ok kemoterapi ilact yan etki olarak enfeksiyonla savasan bagisiklik
hiicrelerinin tahrip edilmesi veya etkisizlestirilmesine yol agmaktadir. Bu hiicreler
beyaz kan hiicreleri, notrofiller veya graniilositler olarak bilinir. Notropeni, graniilosit
(enfeksiyonla savagan hiicreler) eksikligi anlamina gelmektedir. Bagisiklik sistemi
yeterli derecede calismayan bu hastalar enfeksiyona kars1 savunmasiz kalabilmektedir.
Notropeni durumunda enfeksiyona karsi hastanede antibiyotiklerle yogun bir tedavi

gerekli olabilmektedir.

Bilim insanlan tarafindan viicudu daha fazla graniilosit iiretmeye tesvik eden 174
aminoasit biiyiikliiglinde olan bir protein tiirii olan graniilosit koloni uyarict faktor
(GCSF) adi verilen kesfedilmistir. Bu bulustan sonra ntropeniye neden olabilecek bazi
kemoterapi tiirleri ile birlikte GCSF ilaglar1 vermek standart bir uygulama haline
gelmistir. Bu protein ayrica kemik iligi veya kok hiicre nakli pargasi olarak veya bazi

komplikasyonlar1 tedavi etmek i¢in verilebilmektedir (Anonim c, 2020).

Graniilosit koloni uyaric1 faktor (GCSF), kemik iliginde noétrofil iiretimini uyaran ve
olgun notrofillerin hiicresel islevlerini diizenleyen bir sitokindir. Notrofiller ve
Onciilerinin yani sira monositler, GCSF etkisinin dogrudan hedef hiicreleridir. GCSF,
monosit fonksiyonlarini anti-inflamatuar bir sekilde etkiler: Monositlerin GCSF ile
uyarilmasi, LPS'in neden oldugu IL-1b, TNF-a, IL-12 ve IL-18 saliminin zayiflamasiyla
sonug¢lanmaktadir. Bu da GCSF’nin anti-inflamatuar 6zellik gostermesini saglamaktadir
(Boneberg ve Hartung, 2002). GCSF ve GM-CSF, graniilositlerin veya ASH'lerin
{iretimini tesvik etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. ABD Gida ve ilag Idaresi,
konjenital ve edinsel notropenilerin tedavisi ve kok hiicre nakli igin periferik
hematopoetik progenitér hiicrelerin mobilizasyonu i¢in polietilen glikol (PEG) ile

modifiye edilmis GCSF’i (Filgrastim) onaylamistir (Mehta ve ark., 2015).

Dolasan tiim kan hiicreleri, kemik iliginde bulunan farklilasmamis hematopoietik 6ncii
hiicre kokenlidir ve her bir olgun hiicre tipi, farkli 6zel islevlere ve farkli yasam

stirelerine sahiptir. Yeterli sayida dolagimdaki kan hiicresini sabitlemek adina, kayip



hizlarina esit bir hizda temin edilmelidir. Normal yasam siiregleri yoluyla kaybi
gidermek igin bir insanda giinliik yaklasitk 5x10'' myeloid hiicresinin iiretilmesi
gerekmektedir (Schneider ve ark., 2004). Bu gorev, kemik iliginde bulunan pluripotent
hematopoietik kok hiicreler tarafindan yiiriitiiliir ve karmasik bir biliylime faktorleri agi
ve hiicre dis1 mikro ortam tarafindan diizenlenmektedir. Bu biiylime faktorlerinden biri

GCSF'dir.

GCSF’nin hematopoetik etkileri temel olarak notrofil hiicreleri tizerinde yogunlasmistir.
Kemirgenlerle yapilan deneylerde, GCSF enjeksiyonu, kemik iliginde nétrofil tiretimini
artirarak ve daha az olgun formlarin dolagima salinmasimi hizlandirarak nétrofili ile
sonuglanmistir (Wingfield ve ark., 1988). Buradan yola c¢ikarak insanlarda GCSF
tedavisinin, belirgin bir iyilesme ve hafif bir monositoz ve lenfositoz notrofili ile

sonuc¢landigi sonucuna ulasilabilmektedir.

Insan GCSF proteini klinikte yaygin olarak Filgrastim (E. coli‘de fiiretilen
glikozillenmemis GCSF) (Sekil 2.3.) ve Lenograstim (Cin hamsteri ovaryum hiicresi
kokenli glikozillenmis GCSF) adiyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2. 3. GCSF’ nin yapisi (https://www.uniprot.org/uniprot/P09919,2021)
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GCSF periferik kandaki notrofil sayisini hizli ve yeter miktarda arttirarak bagisiklik
sistemine onemli katkida bulunmaktadir. GCSF’nin humoral immiin sisteme katkilar

bununla sinirli olmamakla beraber daha pek ¢cok gorevde rol oynamaktadir (Sekil 2.4.).

HSC supresyonunun

mobilizasyenunun arttirilmas) G-CSF Sitokin sekresyon
MIP-1a profilinin dengesi
TNF-a

IL-12,1L18
IFY

IL-4, sTNF-R, MCP-1,

Olgunlasmarmg IL-10, IL-Ira, TGF-&, IFN-a

DC'lerin
mohbilizasyonu

+IFN10,
"." F +IFN-a
Tolerojenik DC'lerin

indlklenmesi
artmasi 1L-27

o & -

c : Tolerojenik myeloid
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[ |
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indiklenmesi o
+IL-10, +TGF-B ——— T Hiicre supresyonu
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. MK hicrelerinin
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Sekil 2. 4. GCSF' nin immiin fonksiyonlar iizerindeki etkileri (Rutella ve ark., 2005-
modifiye edilmistir).

Sitokin iiretimi, T hiicresi polarizasyonu ve DC (Dendritik hiicre) fonksiyonel profilin
GCSF ile indiiklenen modiilasyonu sematik olarak tasvir edilmistir. GCSF,
proinflamatuar ve antiinflamatuar ¢oziinlir aracilar arasindaki dengeyi degistirebilir,
Treg hiicrelerinin farklilasmasimni ve mobilizasyonunu destekleyebilir ve hem
hayvanlarda hem de insanlarda tolerojenik DC'leri indiikleyebilir. sSTNF-R, ¢oziiniir

TNFR'ler; a artmus sitokin iiretimini gosterir (Rutella ve ark., 2005).
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2.5. Inkliizyon Cisimcikleri ve Protein Agregasyonu

Escherichia coli'de iretilen rekombinant proteinler, protein katlanmasindaki
anormalliklerden dolay1 dogru tigiinciil yapilar1 olusturamadiklarindan siklikla hizla
toplanmakta veya bozunmaktadir (Sekil 2.5.). Bazi durumlarda GroEL-GroES ve
DnaK-DnaJ-GrpE gibi molekiiler saperonlar, protein katlanmasin1 kolaylastirarak aktif
protein iiretimini arttirmaktadir. (Thomas ve ark., 1997). Onceki calismalarda
koekspresyon sistemlerinden birini birlikte eksprese ederek E. coli'de aktif rekombinant
proteinlerin liretimini gelistirmek i¢in ¢ok ¢aba harcanmistir. Cogu durumda GroE
birlikte ifadesinin etkileri incelenmis, fakat DnaK, Dnal birlikte ifadesinin etkileri
genellikle GrpE'nin eszamanli birlikte ifadesi olmadan test edilmistir. Ancak, bu
girisimler tam olarak basarili olamamistir. Ciinkii protein katlanmasia iliskin
bilgilerimizin mevcut durumu, belirli bir protein i¢in saperonlardan hangisinin etkili ve
yararl1 olabilecegine iligkin rasyonel Ongoriileri engelleyebilmektedir (Wall ve

Pliickthun, 1995).

2.6. Saperon Sistemler ve Koekspresyon

Rekombinant teknoloji ile tretilen proteinleri yeniden katlayabilmek ¢ok onemlidir,
clinkii tiim stirecin maliyet etkinliginde biiyiik bir engel olustururlar (Datar ve ark.,
1993). Nispeten yiiksek konsantrasyonlarda dogru katlanmis proteinleri geri
kazanabilmek de onemlidir. Ornegin. (Wier ve ark., 1987) rekombinant interlokin-2'nin
en yiiksek geri kazanimimin yalnizca 0.007 mg/ml'lik bir konsantrasyonda miimkiin
oldugunu gostermistir. Bu yaklasik %30'luk bir iyilesmeyi temsil eder. Proteinlerin
dogru sekilde katlanmis formlarin1 daha yiiksek konsantrasyonlarda geri kazanabilmek
bu alanda calisan bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. (Schrodel ve de Marco, 2015)
tarafindan yapilan c¢alismada, agregasyon mekanizmasinin anlasilabilmesi igin
Glutatyon-S-transferaz (GST) ve yesil floresan protein (GFP) fiizyonu, saperonlu ve
saperonsuz ekspresyon sistemlerinde incelenmistir (Sekil 2.5.). Calismada molekiiler
saperonlarin, protein katlanmasinda verimliligi arttirarak protein ¢oziiniirliigiine katki

saglamasi arastirilmistir.
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Sekil 2. 5. Agregasyonun sematik gosterimi (Schrodel, ve de Marco, 2015-modifiye
edilmistir).

Schrodel ve de Marco, (2015) tarafindan olusturulan agregasyon semasinda GFP-GST
flizyonunun saperon ve saperonsuz nasil katlandigi gosterilmistir. Semada (A)
agregasyon dinamigi olmak tizere, GFP-GST (Yesil floresan protein-Glutatyon-S-
transferaz enzimi fiizyonu) agregatlar1 birikerek hem ¢oziinliir hem de ¢6ziinmez
agregatlar olusturmaktadir. Saperon etkinligi, kiimelenme siirecini, kiimeler tarafindan
ulagilan karmasiklik derecesiyle zit orantili bir sekilde tersine cevirebilir ve ayrica
yapilandirilmis komplekslere dogru kiimelenmenin artisinda rol oynayabilir. (B)
Agregat modeli. GFP-GST kiimelenmesi, muhtemelen fibriler 6ncesi yapilara ¢oken
yanlis katlanmis tekli proteinlerle baglamaktadir. Bunlar, daha biiylik amiloid fibrilleri
olusturmak igin yeni molekiillerin toplanmasmni katalize eder. Ilk asamalarda, farkli
katlanma derecelerine ve amiloidasyona sahip molekiillerin birlikte varligi agikga
goriilmektedir. On fibriller, kismen vyanlhs katlanmis GFP-GST molekiillerinin
baglandig1 topaklasma siirecinin baslangicini olusturabilir. Bunlardan bazilar1 hala
floresan islevselligi ile uyumlu yerel benzeri bir yapiy1 korur. Agregasyon kiimeleri,
diger proteinleri muhtemelen spesifik olmayan bir sekilde hapsedebilir (Schrodel ve de

Marco, 2015).
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Koekspresyon ile Proteinlerin Geri Kazanimi

Cogu zaman, Escherichia Coli'de rekombinant protein ekspresyonu, IB' ler (Inclusion
Bodies) olarak bilinen ¢6ziinmez agregalarin olusumuna yol agar (Hartley ve Kane,
1988). IB agregalarindan aktif proteinin geri kazanimi ¢ogu zaman zahmetli ve masrafli
bir is haline gelebilmektedir hatta zaman zaman ¢oziiniirlik ve yeniden katlama
yontemlerinin standardizasyonunu gerektirir (Burgess, 2009). IB'lerden proteinlerin
saflastirilmasiyla iligkili en biiyiik engel, rekombinant proteinlerin dogal konformasyona
sub-optimal yeniden katlanmasidir (Rudolph ve Lilie, 1996). IB proteinlerini
coziindiirmek i¢in yapilan refolding (yeniden katlama) prosesleri genellikle yiiksek
konsantrasyonlarda iire veya guanidin hidrokloriir (GdmCl) adi verilen bir kimyasal
kullanilarak gergeklestirilir. Yiiksek konsantrasyonlarda, iire ve GdmClI gibi kaotroplar
proteinleri tamamen denatiire eder ve yeniden katlama sirasinda kiimelenme egilimini
arttirarak, IB'lerden biyoaktif proteinin geri kazanimi ¢ogu zaman ¢ok diisiik verimlilik

ile sonu¢lanmaktadir (Upadhyay ve ark., 2014).

Koekspresyon genellikle her biri bir alt birimin ve farkli bir se¢im markerinin genini
tasiyan iki veya daha fazla plazmit ile gergeklestirilir. Plazmitler de farkli uyumlu
replikonlara sahip olmalidir, ancak ayni replikona sahip plazmitlerle birlikte ekspresyon
gosterilmis olmalidir. Birden fazla vektor yerine, aym1 vektore birka¢ gen eklenebilir.
Bu, birden fazla ¢oklu klonlama alanina sahip bir vektdr ve her klonlama adimi igin
farkli kisitlama enzimleri setlerinin kullanilmasint gerektirir. Genler, tek tek farkli
promotorlerlerden veya tek bir promotdrden transkripte edilir ve bu da uzun bir
polististronik mRNA'ya yol acar. Polisistronik ekspresyonun, bir protein kompleksinin
stokiyometrisini etkilemek ic¢in kullanilabilecek olan daha asagiya dogru kodlanmig
proteinin daha diisik ekspresyonuna yol ag¢tig1 bildirilmistir. Polisistronik
transkripsiyona kiyasla bireysel promotorlerle birka¢ kat daha yiiksek ekspresyon
bildirilmistir (Scheich ve ark., 2007). Cizelge 2.1.’de baz1 ticari saperon proteinlerin
ekspresyonundan sorumlu plazmitler listelenmis ve bu tez ¢alismasinda bu sistemler

kullantlmistir.
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Cizelge 2.1.Takara firmasina ait farkl1 saperonlarin sentezinden sorumlu ticari plazmit
vektorleri : (Anonim j, 2018)

No Plazmit Saperonlar Promotor | Indiikleyici Ajan

1 pG-KJE8 dnaK (70kDa) araB L- Arabinoz
dnal (40 kDa) Pzt-1 Tetrasiklin
grpE (22 kDa)
groES (10 kDa)
groEL (60 kDa)

2 pGro7 groES (10 kDa) araB L- Arabinoz
groEL (60 kDa)

3 pKIJE7 dnaK (70kDa) araB L- Arabinoz
dnal (40 kDa)
grpE (22 kDa)

4 pG-Tf2 groES (10 kDa) Pzt-1 Tetrasiklin
groEL (60 kDa)
Tig (56 kDa)

5 pTfl6 Tig (56 kDa) araB L- Arabinoz

Asagida baz1 saperon proteinler ve etki mekanizmalar1 siralanmistir:

PDI: Protein disiilfiir izomeraz, hem izomeraz hem de bir saperon gibi davranan bir
enzimdir. Protein olgunlagsmasi ve disiilfiir bag1 olusumu sirasinda polipeptit zincirinin

katlanmasina ve birlestirilmesine yardimci olur.

GroEL / GroES: GroEL ve ko-saperonin GroES, proteinlerin uygun sekilde katlanmasi
icin birlikte ¢alisir. Yerli olmayan proteinler 6nce GroEL'in hidrofobik amino asitlerine
baglanir ve daha sonra ATP ve GroES'den tetikleme yardimiyla bosluga gecirilir ve
GroEL boslugu ile ATP hidrolize edilir ve uygun sekilde katlanmig protein disariya

salinir.

TF: Tetikleyici faktor, yeni dogan polipeptid zincirine baglanan ilk saperondur. TF, yeni
sentezlenen proteini agik konformasyonda tutar ve birikmesini onler. Tetikleyici faktor

ayrica Peptidil-Prolil cis / trans izomeraz (PPlaz) aktivitesine sahiptir.

15



Skp: E. coli'de periplazmik on yedi kilodalton proteini (Skp) saperon gorevi goriir ve
bakteriyel periplazmada uygun protein katlanmasina yardimci olur. Proteinlerin skp ile
birlikte ekspresyonu, rekombinant proteinlerin diizgiin katlanmasina yardime1 olur. Skp

ayrica viriilans faktorlerinin birlikte ifadesinde de kullanilir.

FkpA: Koekspresyonu, FkpA ile scFv fragmaninin iiretkenliginin on katini arttirdi.
Bakteriyel zarf proteinlerinin agregat olusumunu Onleyen periplazmik bir proteindir.

Saperon aktivitesinin yani sira PPlase aktivitesine de sahiptir.

VanX: Bu, hiicre i¢i agrega olusumundan kaginarak istenen proteini ortam igine serbest

birakmak icin kullanilan bir liziz ortagidir (Anonim d, 2019).

PKJE7 Plazmit Vektore Ait Gen Haritasi

(6561) Bpul0l Pspl4061 (82)
Scal (412
(6610) BSpOT Bsesl (466)
(660&) Nhel
(6597) Bst11071
(6554) Pdm1
(6520) SgrAl

Sgs1 (1044)

Munl (1343

(5664) Kpnl
(5660) ACCGSI
(5646) Bbel
(5644) Ehel

" (5642) SspDI
(5632) Boul
(5487) PA2300
(5460) Bl
(5414) Xcml
SfaAl (1887)

(503&) Aarl

(4966) Eco81I
(45235) Pagl

Boxl (2489)
b1 (2545)

(4455) Eco311
(4327) BSp14071
(4252) Csil
(4161) Eco24I - Sacl
(4153) Ecl13610 Bsp6BI - Rrul (3025)
(4110) Psyl Eam11051 (3084)
Eco911 (3093)

(410%) AjiL

(3545) NmeAlll Bful (3244)

Sekil 2. 6. PKJE7 Plazmit sistemi (Anonim e, 2020).
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DnaK: HSP 70 olarakta bilinen DnakK, preprimozomal kompleksten lambda O ve P
proteinlerini serbest birakmak i¢cin Dnal proteini ile ATP'ye bagimli bir sekilde hareket
ettigi faj lambda DNA replikasyonunun baglatilmasinda énemli bir rol oynar. DnaK
ayrica bazi durumlarda DnaA proteini ile benzer bir etkilesim yoluyla kromozomal
DNA replikasyonunda rol oynayarak hiperozmotik soka verilen yanita aktif olarak

katilir (Anonim f, 2020).

Dnal: Faj lambda ve birka¢ plazmidin replikasyonunun kdkeninde bir protein
kompleksini parcalamak i¢in DnaK ve GrpE ile etkilesime girer. Stres kaynakli
denatiire proteinlerin kiimelesmesini onleyerek ve yine otonom, DnaK'dan bagimsiz bir
sekilde proteinleri ayirarak hiperozmotik ve 1s1 sokuna tepkiye aktif olarak katilir.
Katlanmamuis proteinler baslangicta Dnal'ye baglanir; Dnal'ye bagh protein ile etkilesim
tizerine, DnaK, bagli ATP'yi hidrolize ederek kararli bir kompleks olusumuna yol acar.
GrpE, DnaK'dan ADP'yi ¢ikarir; DnaK'ya ATP baglanmasi, substrat proteininin
salinmasini tetikler, boylece reaksiyon dongiisiinii tamamlar. Tam verimli katlama i¢in
Dnal, DnaK ve GrpE arasinda birkag tur ATP'ye bagl etkilesim gereklidir (Anonim g,
2020).

grpE: DnaK ve GrpE ile birlikte stres kaynakli denatiire proteinlerin toplanmasini
Onleyerek hiperozmotik ve 1s1 sokuna tepkiye aktif olarak katilir. DnaK i¢in niikleotid
degisim faktoriidiir ve bir termosensor olarak islev gorebilir. Katlanmamis proteinler
baslangigta Dnal'ye baglanir; Dnal'ye bagli protein ile etkilesim ilizerine, DnaK, bagh
ATP'yi hidrolize ederek kararli bir kompleks olusumuna yol agar. GrpE, DnaK'dan
ADP'yi c¢ikarir; DnaK'ya ATP baglanmasi, substrat proteininin salinmasini tetikler,
boylece reaksiyon dongilislinii tamamlar. Tam verimli katlama i¢in Dnal, DnaK ve GrpE

arasinda birkag tur ATP'ye bagl etkilesim gereklidir (Anonim h, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Tez ¢alismalarinda kullanilan cihazlar

Cihaz Marka ve Modeli
Agaroz jel elektroforez seti BIORAD
Buz makinast VISION
Buzdolab1 VESTEL GTP 455A
Calkalayici Inkiibator BIOSAN ES 20
Calkalayici Inkiibator ZHICHENG- ZHWY111C
Dikey Sogutucu +4 °C Dikey Sogutucu +4 °C
DNA Engine, PCR makinesi BIORAD
Dondurucu (-80) HETTICH
Etiv MEMMERT
Giic kaynag1 (SDS ve agaroz jel BIORAD

elektroforezi i¢in)

Isitict Magnetik Karistiric

VELP SCIENTIFICA ARE

MDs00 mikrodalga firin ARCELIK

Mikro 22R santrifiij HETTICH

Otoklav (50L) HMC HIRAYAMA
SDS jel elektroforez seti BIORAD

Spin cihaz1

BIOSAN, Combi Spin FVL 2400N

Termostatli Blok Isitici

BIOSAN

Ultrasantrifiij

VISION VS 300001
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Cizelge 3.1. (Devam) Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

UV Gostergesi

SYNGENE SYTC/1422

UV/VIS Spektrofotometresi

VARIAN CARRY 50

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan bazi kimyasal ve gerecler ¢izelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tez ¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve gerecler.

Akrilamid Amresco
Ampisilin Biobasic
Bezamidin Merck
CaCl2.2H0 Carlo Erba
Diyaliz membrant Spectro

DMSO (hiicre kiiltiirii i¢in) PanReac AppliChem
Etanol Merck

Gliserol Euromedex
Kloramfenikol Biobasic

LB Besiyeri Bio Life

Maya ekstrakti Bio Life
NaH>PO4 Carlo Erba
DMEM besi ortami (Hiicre kiiltiirti i¢in) | Florabio
Plazmit DNA saflastirma kiti Biobasic
PMSF Sigma Aldrich
Protein konsantratorii Ge Healthchare
Protein ladder Goldbio

SDS Serva

Saperon plazmit set TaKaRa
TEMED Biorad

Tripsin-EDTA

Biological Industries
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

Ampisilin Cozeltisi:1.5 g ampisilin tartilarak 15 mL saf suda ¢oziilmiis, steril 0.2 um’lik
filtreden gecirilerek mikrotiiplere tliplere boliinerek (-20°C) derin dondurucuda

stoklanmustir.

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfenikol 20 mg/mL olacak sekilde hesaplanmis, mutlak

etanolde ¢oziliip 0.2 um’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir.

PMSF ¢ozeltisi: 150 pg tartilan PMSF 1 mL mutlak etanol ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

IPTG: 1.5 g IPTG, 15 mL steril distile suda ¢oziilmiis ve steril 0.2 pm’lik filtreden

gecirilerek mikrotiiplere boliinerek ve -20°C sogutucuda stoklanmistir.

LB c¢ozeltisi: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1 000 mL suda ¢o6ziilmiistiir.
Hazirlanan 1000 mL’lik ¢6zelti 250°ser mL olacak sekilde iki tane stok sisesine alinmis
ve lizerine 3.75 g agar ilave edilip karistirilmis ve otoklavlanmistir. Artan LB ¢ozeltisi
50 mL olacak sekilde erlenlere ve 4 mL olacak sekilde deney tiiplerine konulup agiz

kisimlar aliiminyum folyo ile kapatilarak otoklavlanmistir.

SDS PAGE Jel Bilesenleri:

Alt Tampon: 182 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1000 mL saf suda ¢oziilerek pH:8.8

olarak ayarlanmistir.

Ust Tampon: 60.5 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1000 mL saf suda ¢oziilerek pH:6.6

olarak ayarlanmistir.

Yiiriitme jeli: 2.7 mL %40 akrilamid, 2.25 mL alt tampon, 4 mL su, 50 ul %10 APS ve
20 ul TEMED hizlica karigtirilarak hazirlanmistir.
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Yiikleme jeli: 0.35 mL %40 akrilamid, 1 mL iist tampon, 2.55 mL su, 50 pl %10 APS
ve 10 pl TEMED. Tim maddeler katilmistir ve en son TEMED eklenip kasete
dokiilmistir. Yiriitme jeli polimerlestikten sonra lizerine yilikleme jeli dokiilerek

polimerlesmesi beklenmistir.

SDS Jel boyama (Staining) Cozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL
metanol igerisinde ¢oziiliip filtre kagidindan siiziildiikten sonra, karigimin iizerine 100

mL asetik asit ve 450 mL saf su eklenerek hazirlanmstir.

Destaining Cozeltisi: 100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL saf su

karigimindan hazirlanmstir.

Amonyum Persiilfat (APS-%10): 0.5 g APS 5mL saf su icerisinde c¢oziilerek

hazirlanmustir.
Afinite Kromatografisiyle Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

NaH;PO4-Na;HPO4 tamponu: 6 mL 0.2 M NaH;PO4 ve 0.2 M 435 mL NaHPOq
kangtirildiktan sonra pH:8.0’a ayarlanarak toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye

tamamlanmistir.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer) 2.92g NaCl 500 mL NaH;PO4-NaHPO4

tamponunda (pH:8.0) ¢6ziilerek hazirlanmstir.

Yikama tamponu (Wash Buffer): (25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH>PO4-
NaxHPO4 pH: 8): 0.85g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH>POs-NaoHPO4 tamponunda
(pH:8.0) ¢oziilerek hazirlanmastir.

Elisyon tamponu (Elution Buffer): (300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM

NaH>PO4-Na,HPO4 pH: 8.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH>POs-
NaxHPO4 tamponunda (pH: 8.0) ¢oziilmiistiir.
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Tris Tamponu: 12.12 g tris alinarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. pH derisik HCI ile
7.5’e getirilmis ve 2.92 g NaCl eklenmistir. Toplam hacim su ile 1 000 mL’ye

tamamlanmustir.

300mM immidazol Tris/HCl Tamponu: 2.04 g imidazol 100 mL Tris/HCl tamponu
icinde ¢oziilmiistiir. pH derisik HCl ile 7.5°e getirilerek hazirlanmistir.

Diyaliz i¢in Kullamlan Cozeltiler:

Diyaliz tamponu: 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.78 g Na;HPOs, 0.24 g KH>PO4 tartilarak 800
mL suda ¢oziilmistir. pH HCI ile 7.4’ e ayarlanip, toplam hacim 1 000 mL olarak

tamamlanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1 Rekombinant GCSF’nin Uretilmesi ve Saflastiriimasi

Rekombinant Granulosit Koloni Uvarici Faktor (GCSF) Geninin Niukleotid Dizisinin

Tasarimi

Grantilosit koloni uyarici faktér (GCSF) ‘e ait aminoasit dizisi alinmistir (GCSF Erisim

numarasi: NP_000750).

"MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEATPLGPASSLPQSFLLKCLEQVR
KIQGDGAALQEKLVSECATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAG
CLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELGMA
PALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP”

NCBI iizerinden elde edilen GCSF proteinine ait DNA dizisi, ekspresyon i¢in optimize
edilmistir. Bu asamada ilgili genin E. coli’de istenilen miktarda ifade edilebilmesi i¢in
kodon optimizasyonu yapilmistir (Karimi ve ark., 2015). Kodon optimizasyonu

ilgilenilen gen dizisinde bulunan ve E. coli K12 mikroorganizmasinda diisiik ifade
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edilen kodonlar daha yiiksek siklikla ifade edilen kodonlar ile degistirilmistir. Insan
GCSF proteinine ait, E. coli bakterisi i¢in optimize edilmis niikleotit dizisi asagida

verilmistir (Bozkurt, 2018).

“ATGGCCGGCCCCGCCACCCAGAGCCCCATGAAGCTGATGGCCCTGCAGCT
GCTGCTGTGGCACAGCGCCCTGTGGACCGTGCAGGAGGCCACCCCCCTGGG
CCCCGCCAGCAGCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTGAAGTGCCTGGAGCAGGT
GCGCAAGATCCAGGGCGACGGCGCCGCCCTGCAGGAGAAGCTGGTGAGCG
AGTGCGCCACCTACAAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTGGGCC
ACAGCCTGGGCATCCCCTGGGCCCCCCTGAGCAGCTGCCCCAGCCAGGCCC
TGCAGCTGGCCGGCTGCCTGAGCCAGCTGCACAGCGGCCTGTTCCTGTACCA
GGGCCTGCTGCAGGCCCTGGAGGGCATCAGCCCCGAGCTGGGCCCCACCCT
GGACACCCTGCAGCTGGACGTGGCCGACTTCGCCACCACCATCTGGCAGCA
GATGGAGGAGCTGGGCATGGCCCCCGCCCTGCAGCCCACCCAGGGCGCCAT
GCCCGCCTTCGCCAGCGCCTTCCAGCGCCGCGCCGGCGGCGTGCTGGTGGC
CAGCCACCTGCAGAGCTTCCTGGAGGTGAGCTACCGCGTGCTGCGCCACCT
GGCCCAGCCC”

Calismada daha once (Bozkurt ve ark., 2018) tarafindan belirlenen gen dizisi pTolT

vektoriiyle (Sekil 3.1.) fiizyon haline getirilerek bir ekspresyon vektorii tasarlanmastir.
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Xbal |

BamHI
MHHHHHHSS GGSXXXXX (X) GSGT
BamHl Stul Sacl Apal Ndel Notl Kpm Miul
PTOLE  ggtggg ggatet gat gat gac gat aaa gga toc agy oot gag cfc cgg gec oca fat gge gge cge ggt ace tga tga acg ogt
G G GS DDDDKGS RPELRAPYGGRGT T R

(Bamy Stl  Sacl  Apal Ndel Notl (_KpnD Ml
gtt ccg cgc gga agg cct gag cfe cgg gee cca tat gge gge ngcg acc tga tga acg Dg!
vV P T

pTOLT ggt ggg gga tet ctg
G G G 8 L R G 8 PE LR APYG G
BamHlI Stul Sacl Apal  Ndel Nofl Kpnl Miul
pTOLX ggt ggg gga lct att gaa gggt cgc gga tcc agg cct gag cic cgg gec cca tat gge gge cgeggt acc Iga !ga acg cgt
G G I EG RGS RPELRAPYGGRGT

Sekil 3.1. pTOL plazmit vektor sisteminin poli-linker bolgesinin detayl restriksiyon
enzimleri ile birlikte verilen DNA dizisi (Anderluh ve ark., 2003).

Plazmit DNA Saflastirma:

Stoklarda hazir bulunan GCSF proteinini ifade eden gen dizisi ile fiizyon hale getirilmis
pTolT vektoriinii barindiran host olan E. coli B121 plysE hiicreleri -80 °C sogutucudan
dis ortamdaki termal dengeyi korumak adina buz icerisinde laboratuvara getirilmistir.
Ardindan sivi ¢ozelti olarak hazirlanan kloramfenikol ve ampisilin antibiyotikleri
eklenerek eden 4 mL’lik LB besiyeri ihtiva eden tiiplere 4 pl olacak sekilde ekim
yapilmistir. 16 saat 37 °C 240 rpm kiiltivasyon isleminden sonra plazmit DNA
saflastirilma asamasina gecilmistir. Plazmit DNA saflastirma islemi i¢in renk indikatorii
olmayan “Geneaid ® Presto™ Mini Plasmid Kit” kullanilmistir. Islem siiresince
protokol titizlikle uygulanmistir. Calismada uygulanan protokol Cizelge 3.3.’te
belirtilmektedir.
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Cizelge 3.3. Plazmit DNA saflastirma prosediirii

ADIM

ISLEMLER

(HASAT) 1.5 mL Kkiiltiirlenmis bakteri hiicreleri (LB ortaminda
biiyiitiilen 1-2 x 10° E. coli) 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Hiicre peleti olusturmak icin oda sicakliginda 60sn 14-16.000 rpm'de
santrifiijlenmistir ve sonra slipernatant tamamen atilmistir. Siipernatantin
tamamen atildigindan emin olmak ic¢in dar bir pipet ucu kullanilmistir.
Ayni 1.5 mL mikrosantrifiij tliptinii kullanarak 4.00 mL arasindaki sivi

kiiltiirden E. coli bakterileri toplanmustir.

(RESUSPANSIYON) Hiicre peletini iceren 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine
200 ul PD1 tamponu eklenmistir (RNase A daha once eklendi). Hiicre

pelleti vortex cihazi ile yeniden tamamen silispanse edilmistir.

(HUCRE LIiZiSI) Yeniden siispanse edilen érnege 200 ul PD2 Tampon
eklendi, ardindan tiip 10 kez ters ¢evirerek yavasca karistirilmistir. CO>'in
asidifikasyonunu 6nlemek i¢in kullanimdan hemen sonra PD2 Tampon
sisesinin kapatilmasina dikkat edilmistir. Genomik DNA'y1 parcalayarak
kontaminasyondan kaginmak i¢in vortexlenmemistir. Lizatin homojen
olmasii saglamak i¢in oda sicakliginda en az 2 dakika bekletilmistir. 5

dakikay1 gegmemeye 6zen gosterilmistir.

(NOTRALIZASYON) 300 ul PD3 tampon eklenerek, ardindan tiip 10
kez ters c¢evirmek suretiyle hizlica karistirilmistir. Genomik DNA'y1
parcalamaktan kag¢inmak i¢in vortexlenmemistir. Oda sicakliginda 3

dakika 14-16.000 rpm’ de santrifiijlenmistir.

(DNA Baglanmasi) Tiim siipernatat PDH Siitununa aktarilmistir. Beyaz
cOkeltiyi bozmadan siipernatanin tamamen aktarilmasini saglamak i¢in
dar bir pipet ucu kullanilmistir. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca 14-
16.000 rpm'de santrifiijlenmistir, ardindan toplama tiipii atilmigtir. PDH

Kolonu 2 mL toplama tiipiine geri yerlestirilmistir.
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Cizelge 3. 4. (Devam) Plazmit DNA saflastirma prosediirii

6 (YIKAMA) PDH Kolonuna 400 ul W1 tamponu eklenmistir. 30 saniye
boyunca 14-16.000 rpm'de santrifiijlenmistir. Toplama tiipii atilarak PDH

kolonu 2 mL yeni toplama tiipline yerlestirilmistir.

PDH Kolonuna 600 pul Wash buffer eklenmistir (mutlak etanol ihtiva
eden). Oda sicaklifinda 30 saniye boyunca 14-16.000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Toplama tiipii atilmistir ve ardindan PDH Kolonu yeni

2 mL toplama tiipline geri yerlestirilmistir.

Stitun matrisini kurutmak adina oda sicakliginda 3 dakika 14-16,000 rpm'
de bos santrifiijlenmistir. Kurutulmus PDH kolonu yeni bir 1,5 mL

mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmistir.

7 (ELUSYON) Kolon matrisinin ortasina zarar vermeden 50 pl ultra saf su
mikropipet yardimi ile aktarilmistir. 14-16.000 rpm’de oda sicakliginda 2
dakika santrifiijjlenerek saf plazmit DNA eliie edilmistir. Kolon matrisi

atilmigtir, DNA igeren tiip alinarak transformasyon islemine gegilmistir.

Transformasyon

Bu asamada GCSF proteinini eksprese etmeye programlanmis pTolT vektoriini
barmmdiran E. coli hiicreleri ile Cizelge 2.1’deki 5 farkli saperon sistemin ayri
mikrotiiplerde transformasyonu gerceklestirilmistir. Boylece Cizelge 2.1.’de belirtilen 1,
2, 3, 4 ve 5 no’lu saperon plazmitleri ve GCSF proteinini eksprese etmeye
programlanmis pTolT vektoriinii barindiran E. coli hiicrelerinin elde edilmesi

amaglanmstir.

Calismada 1s1 soku ile transformasyon yapilarak, saflastirilan plazmit DNA’nin hiicre
icerisine alinmast islemi gergeklestirilmistir. Uygulanan prosediir asagida

belirtilmektedir.
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-80°C’sogutucudan termal stabiliteyi korumak adina buz igerisinde alinan GCSF
proteinini eksprese etmeye programlanmis kompetent hiicrelerden 200 ul alinarak
tizerine 5 pl saperon plazmit eklenmis ardindan yavagca hassas hiicrelere zarar

vermeden karigtirilarak 1 saat buz banyosunda bekletilmistir.

e Hiicrelerin 1 saat buzda beklemesinin ardindan 2 dakika siireyle 42°C sicaklikta 2

dakika 1s1 sokuna maruz birakilmaistir.

e Sonrasinda karisim ¢ikarilarak 5 dakika siiresince buz icerisinde bekletilmistir.

e Son olarak karisima 250 ul LB Besiyeri eklenerek hiicreleler 30 dakika stiresince
37 °C ve 240 rpm’de ortama aligmalar1 agisindan 6n inkiibasyona tabii tutulmustur.
Sonrasinda petri kab1 igerisindeki antibiyotikli LB-Agar besiyerine drigalski
spatiilii ile steril bir sekilde yayma ekim yapilarak yine 37°C sicaklikta bir gece
inkiibasyona birakilmistir (Hanahan, 1983).

Tek Koloni Hiicre Ekimi

Cizelge 2.1.’deki 5 farkli saperon plazmidi ve GCSF proteinini eksprese etmeye
programlanmis pTolT vektoriinii barindiran E. coli hiicreleri i¢in 5 ve kontrol amagh
olarak sadece GCSF proteinini eksprese etmeye programlanmis pTolT vektoriinii
barmdiran E. coli hiicrelerinin ekimi i¢in 50 mL’lik LB antibiyotikli sivi besiyeri
etiketlenerek hazirlanmistir. Ardindan her bir sistemden optimum hiicre yogunluguna ve
bliyiikliigline ulagsmis hiicre kolonileri aliarak steril pipet ucu ile etiketlenmis

antibiyotikli sivi LB besiyerlerine inokiilasyonu saglanmstir.
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Saperon Sistemler ile Koekspresyon Sonucu GCSF’nin Dogru sekilde Katlayan

Sistemin Belirlenmesi

Farkli saperon plazmitler i¢cin 5 farkli 50 mL’lik LB antibiyotikli sivi besiyerinde
biiyiitiilen hiicreler santrifiij yardimu ile toplanarak pargalanmis, SDS PAGE yontemi ile
yapilan calismalar sonrast GCSF proteininin hangi saperon sistemde inkliizyon
cisimcigi  olarak ¢okmeden ¢oOziilebilir formda ekspresyonunun gerceklestigi

belirlenmistir.

E. coli Hiicreleri ile Biiyiik Olcekte Ekspresyon

Yapilan calisma sonrasi etkili goriilen PKJE7 saperon sistemi kullanilarak hiicre kiiltiir
caligmalar1 i¢in biiyiik Olcekte iiretim saglanmistir. Bunun i¢in gerekli prosediir
olusturularak caligmanin yapilacagi giiniin 6ncesinde aksamdan 4 mL’lik antibiyotikli
LB besiyerine tek koloni hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Inokiilasyonun gergeklestigi
ve hiicrelerin biliylidiigii gozlenen kiiltlirden alinan hiicreler 600 mL Amp+Chl
antibiyotikleri bulunan LB besiyerine inokiile edilmistir. 240 rpm ve 37 °C sicaklikta
hiicrelerin belirli bir yogunluga ulagmasi saglanmistir. O.D = 400 oldugunda saperon
proteinlerin ekspresyonunu arttirmak icin ortama sivi L-Arabinoz eklenmistir ve SDS
PAGE i¢in 6rnek alinmistir. O.D = 600 oldugunda ise GCSF’nin ekspresyonunu
hizlandirmak i¢in ortama indiikleyici ajan IPTG eklenmistir. Giin boyu kiiltiiriin
bliylimesi i¢in ortam sartlar1 saglanmis, giin sonunda hiicreler SDS-PAGE igin 6rnek

alindiktan sonra 8000 rpm’de 6 dakika santrifiijlenerek -20 °C sogutucuya kaldirilmistir.

E. coli Hucrelerinin Parcalanmasi ve Proteinlerin Aciga Cikarilmasi

Hedef protein endojen oldugu ig¢in, saflastirmak icin hiicreyi pargalayarak
biyomolekiillerin agiga c¢ikarilmasi gerekmektedir. Biiyiik Olcekte gerceklestirilen
tiretim sonrasi elde edilen hiicreler termal stabiliteye dikkat edilerek yeter miktarda
par¢alama tamponu ile homojen hale getirilmistir. Olusturulan siispansiyona eser

miktarda enzimatik parcalama saglayarak hiicrelerin yeterli oranda lizise ugramasi igin
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ticari lizozim enzimi eklenmistir. Proteazlarin hedef proteini par¢alamamasi i¢in yine
ortama proteaz inhibitorii olarak 100 mM bezamidin ve 100 mM PMSF eklenmistir.
Olusan siispansiyon, gerekli termal stabilite saglanarak mekanik parcalama igin
ultrasonikator iinitesine alinmistir. Yaklagik 1 saat siiren sonikasyon islemi sonrasi
zaman kaybetmeden ultra santrifiij islemine gecilmistir. Bu igslem 1 saat siire, +4°C,
30.000 rpm kosullarinda gergeklestirilmistir. Islem sonrasi elde edilen siipernatant ve

pellet 6rnekleri alinmistir.

Afinite Kromatografisi ile GCSF Proteininin Saflastiriimasi

Afinite kromotografisi isleminde kolon dolgu maddesi (rezin) olarak Ni-NTA agaroz
rezin kullanilmistir. Bu yontemde GCSF proteininin gen dizisi tanimlanirken eklenen 6
adet histidin aminoasit kuyrugunun (His-Tag) kolon dolgu maddesi olan nikel’ e kars1
ilgisinden dolay1r kolona tutunmasi saglanmaktadir. Kolondan gecirilen siipernatant
icerisinde bulunan GCSF, yikama tamponu ile yikanarak kolondaki istenmeyen
proteinler ve diger hiicre metabolitleri uzaklastirilmistir. Sonrasinda eliisyon isleminde

imidazol i¢eren eliisyon tamponu ile kolona tutunan protein ayrilarak elde edilmistir.

Divaliz ile Saf GCSF’ nin Elde Edilmesi

Diyaliz membranina aktarilarak sizmasi dnlenen eliisyon, imidazoliin seyreltilmesi ve
ortamdan uzaklagtirllmasi amaciyla diyaliz ¢6zeltisi icerisine konulmustur. 1L diyaliz
tamponu igerisinde gece boyu +4 °C’de manyetik karistirici yardimiyla yavasca
kanigtirllmak suretiyle istenmeyen kiiciik boyutlu kimyasal ve metabolitlerden

uzaklastirilarak hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 i¢in alinmistir.
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3.2.2. Rekombinant GCSF’ nin Aktivite Tayini

pTolT-GCSF flizyon sisteminin PKJE7 saperon plazmit ile koekspresyon olarak
gergeklestirilmis oldugu iiretim ve saflastirma sonrasinda GCSF’nin aktivitesi HUVEC
(Human umbilical vein endothelial cell) hiicre hatt1 ile proliferasyon ve MTT analizleri

yapilmustir.

HUVEC Hiicre Hatt1 icin DMEM Besi Ortam1 Hazirlanmasi

Insan gébek bag1 endotel hiicreleri (HUVEC -Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
rekombinant GCSF’nin aktivite testi kapsaminda proliferasyon ve MTT analizleri
yapmak i¢cin DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besi ortaminda %5 CO»
nem ve 37 °C sicaklik olarak belirlenen ortam kosullarina sahip inkiibatdrde ileri derece

steril kosullar altinda biiyiitiilmiiglerdir.

DMEM Besi Ortamu Bilesenleri:

DMEM ( Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
%1 L-glutamin
%15 FBS (Fetal Bovine Serum)

%0.1 gentamisin

Endotel Hiicrelerinin Coziilmesi ve Kiiltivasyonu

-80°C’de saklanan cryo-tiip iginde bulunan hiicre hattinin 3/4’ii ¢dziiniinceye kadar
37°C sicak su banyosunda bekletilmistir. Cryo-tiip’ {in dis1 etil alkol ile temizlenerek
icine steril kabin igerisinde toplam hacim 10 mL olacak sekilde DMEM besi ortami
ilave edilmistir. Santrifiij yuvasina tam oturmasi i¢in gerekli aparata gegirilerek
kryoprotektan ajan1 DMSO tarafindan toksik etkiye ugramamasi i¢in hizlica
santrifiigasyon islemine gec¢ilmistir. 800 rpm’de 5 dakika +4°C sicaklikta santrifiijlenen
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hiicreler besi ortami uzaklagtirilarak alinmistir. Hiicrelerin termal soka girmesini
onlemek amaciyla daha 6nceden 37°C sicakligina ulasmis 12 mL antibiyotikli DMEM
besi ortami ile siispanse hale getirilerek nemli %5 CO; oranm1 ve 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmigtir. Ortalama 2 saat inkiibasyon sonrasi hiicrelerin “mono layer”
tabaka olusturarak tutunup tutunmadiklar1 mikroskop altinda incelenmistir. HUVEC
hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda GCSF eklenerek 24 ve 48 saat sonra biiylimeleri

mikroskop ile incelenmistir.

Endotel Hiicrelerinin Pasajlama ve Dondurulma Islemleri

Hiicreler belirli bir yogunluga geldiginde ve besi ortami fakirlestiginde 6lmeye baslar.
Bu nedenle hiicreler %70-80 doygunluga ulastiginda pasajlanarak dondurulup
saklanmas1 ve besi ortaminin yenilenmesi gerekebilmektedir. islem laminer akish steril
kabin igerisinde gerceklestirilmis ve tiim malzemeler kabin i¢ine alinmadan 6nce %70

etanol ile temizlenmistir.

e Pasajlama islemi i¢in kullanilacak olan DMEM besi ortami, PBS (Ca*? ve Mg
icermeyen) ve Tripsin-EDTA islem Oncesinde sicak su banyosunda hiicreleri 1s1

soku ile strese sokmamak i¢in 37 °C olacak sekilde 1sitilmistir.

e Flask icerisindeki eski besi ortami yavasca dokiilmek suretiyle (ylizeye tutunmus

hiicrelerin akmamasina dikkat edilerek) dokiilmiistiir.

e Flask igerisindeki hiicrelerin bulunmadigi yiizey bir kez 5 mL PBS ile yikanmustir.

e Hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasimi kolaylastirmak amaci ile 1 mL Tripsin-
EDTA c¢ozeltisi hiicrelerin yiizeyine dokiilmiis ve yavasca egim verilerek her yere
ulagmasi saglandiktan sonra inkiibatorde 2-3 dakika boyunca enzimatik kazimanin
gerceklesmesi beklenmistir. Kazimanin gergeklesip gerceklesmedigini gozlemlemek

icin mikroskop altinda incelenmistir.
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Hiicrelerle uzun siireli temasinda sitotoksik etkiye sebep olan Tripsin-EDTA

cozeltisi 8-10 mL serumlu besi ortamu ile inaktif hale getirilmistir.

Santrifiigasyon islemi Oncesinde hiicre sayimi i¢in 100 pl hiicre ve 100 ul tripan

mavisi homojen hale getirilmistir.

Rekombinant GCSF’ nin Endotel Hiicre Buyimesine Olan Etkisi (MTT Testi):

Rekombinant GCSF’nin, HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki hiicre canlilik etkisi MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi ile analiz edilmistir.

Bu calismada 1000 ile 15 ng/mL konsantrasyon araliginda rekombinant GCSF’nin

etkinligi farkl diliisyonlarda arastirilmistir. Negatif kontrol olarak rekombinant GCSF

icermeyen DMEM besi ortami igerisinde HUVEC hiicre hatti inkiibe edilmigtir. MTT

testi su sekilde gergeklestirilmistir;

100 pl hiicre siispansiyonu, 5x10* h/mL baslangic konsantrrasyonunda 96 gozlii

pleytin kuyucuklarina pipet yardimiyla esit olarak dagitilmistir.

96 gzl pleytin kuyucuklarma ekilen hiicreler %5 CO2 ve 37°C sicaklik kosullarinda

24 saat inkiibe edilmistir.

24 saat inkiibasyonun ardindan besi ortam1 96 gozlii pleytten uzaklastirilmistir.
Kiiltiire edilmis ve yaklasik %80 konfluensiye ulagsmis hiicrelerin iizerine 100 ng/mL,
500ng/mL, 250 ng/mL, 125 ng/mL, 62.5 ng/mL, 31.25 ng/mL ve 15.622 ng/mL

konsantrasyonlarinda rekombinant GCSF eklenmistir.

Inkiibasyon sonrasinda besi ortami 96 gozlii pleytten uzaklastirilarak hiicrelerin

tizerine 0.5 mg/mL konsantrasyonda MTT igeren besi ortami ilave edilmistir.
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e Hiicreler 1s1iksiz ortamda 37 °C sicaklik ve %5 CO> ortam sartlart altinda 3 saat
stiresince inkiibe edilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklenerek
hiicreler 5 dakika 1s1ksiz ortamda bekletilmistir. Isiksiz ortamin etkisi i¢in yine de 96
gozlii pleyt steril alimliinyum folyo ile kaplanmistir. Bu islemde DMSO eklendikten
sonra formazan kristallerinin ¢oziinmesi gerceklesmistir. Bu islemde canli hiicreler
tetrazolium tuzlarini hiicre i¢ine alarak mitokondriyal dehidrojenaz enzimi sayesinde

mor formazan kristalleri olugturmaktadir.

e 96 gozlii pleytin kuyucuklari igerisindeki hiicrelerin mikroplaka okuyucu altinda 570

nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

e Okunan absorbans degerlerine gore etken maddenin aktivite tayini yapilarak, siitun

grafikte negatif kontrol (NK) ‘e gore karsilastirilmistir.

33



4. BULGULAR

4.1. Rekombinant Protein Uretimine Ait Bulgular

GCSF proteininin dogru katlanarak inkliizyon cisimcigi seklinde agregasyona
ugramasini engellemek adina 5 farkli saperon plazmit vektorii ile koekspresyon

calismasi yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler asagida verilmistir.

70 kDa dnaK
60 kDa groEL

40 kDa dnal
32 kDa GCSF
35 kDa :>
25 kDa :> 22 kDa grpE
~eZ==310 kDa groES

Sekil 4.1. GCSF’nin pG-KJE8 plazmidi ile koekspresyonu sonucu SDS-PAGE
goriintiisii. DnaK-dnaJ-grpE ve groES-groEL saperonlarin igeren pG-KJE8 Plazmidi ile
koekspresyon sonucu SDS-PAGE jel goriintiisii. 1. Kuyucuk protein markor, 2.
Kuyucuk Indiikleme 6ncesi, 3. Kuyucuk indiikleme sonrasi, 4. Kuyucuk sonikasyon
sonrast, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij sonras1 siipernatant, 6. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi
pellet icermektedir.
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Sekil 4.2. GCSF’nin pGro7 plazmidi ile koekspresyonu sonucu SDS-PAGE goriintiisii.
GroES-groEL saperonlarmi i¢eren pGro7 Plazmidi ile koekspresyon sonucu SDS-
PAGE jel goriintiisii. 1. Kuyucuk protein markér, 2. Kuyucuk Indiikleme &ncesi, 3.
Kuyucuk indiikleme sonrasi, 4. Kuyucuk sonikasyon sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij
sonrast siipernatant, 6. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi pellet igermektedir.
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Sekil 4.3. GCSF'nin pKJE7 Plazmidi ile koekspresyonu sonucu SDS-PAGE goriintiisii.
DnaK-dnalJ-grpE saperonlarimi i¢eren pKJE7 Plazmidi ile koekspresyon sonucu SDS-
PAGE jel goriintiisii. 1. Kuyucuk protein markér, 2. Kuyucuk Indiikleme &ncesi, 3.
Kuyucuk indiikleme sonrasi, 4. Kuyucuk sonikasyon sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij
sonrast siipernatant, 6. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi pellet igermektedir.
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Sekil 4.4. GCSF'nin pG-Tf2 Plazmidi ile koekspresyonu sonucu SDS-PAGE goriintiisii.
GroES-groEL-tig saperonlarini igeren pG-Tf2 Plazmidi ile koekspresyon sonucu SDS-
PAGE jel goriintiisii. 1. Kuyucuk protein markér, 2. Kuyucuk Indiikleme &ncesi, 3.
Kuyucuk indiikleme sonrasi, 4. Kuyucuk sonikasyon sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij
sonrast siipernatant, 6. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi pellet igermektedir.
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Sekil 4.5. GCSF'nin pTf16 Plazmidi ile koekspresyonu sonucu SDS-PAGE goriintiisii.
tig saperonunu igceren pTfl6 Plazmidi ile koekspresyon sonucu SDS-PAGE jel
goriintiisii. 1. Kuyucuk protein markér, 2. Kuyucuk Indiikleme oncesi, 3. Kuyucuk
indiikleme sonrasi, 4. Kuyucuk sonikasyon sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantriflij sonrasi
siipernatant, 6. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi pellet icermektedir.
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Hedef {irlinlin saperonsuz olarak E. coli hiicrelerinde ekspresyonu sonucunda alinan

orneklerle olusturulan SDS-PAGE goriintiisii sekil 4.6.”da gosterilmistir.

32kDa
GCSF

Sekil 4.6. GCSF'nin saperon plazmit ile koekspresyonu olmadan TOLAIII fiizyonu ile
ekspresyonu. 1.Kuyucuk protein markdr, 2. Kuyucuk indiikleme 6ncesi TOLAIII-GCSF
plazmidi iceren E. coli BL21 pLysE hiicreleri, 3.Kuyucuk IPTG ile indiikleme sonrast -
GCSF plazmidi igeren E. coli BL21 pLysE hiicreleri, 4. Kuyucuk Sonikasyon ve
enzimatik hiicre parcalama sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi siipernatant, 6.
Kuyucuk ultrasantrifiij sonras1 pellet, 7. Kuyucuk affinite kromatografisi sirasinda
kolona tutulmayan molekiiller, 8. Kuyucuk Imidazol igermeyen fosfat tamponu ile
yikama sonrasi kolondan gelen molekiiller, 9. Kuyucuk Kolona tutunduktan sonra
imidazol i¢eren tampon ile ilk eliisyon, 10. Kuyucuk Kolona tutunduktan sonra imidazol
igeren tampon ile ikinci eliisyon.
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Hedef {irtinlin koekspresyon yontemi ile PKJE7 plazmidi ve ekspresyon vektoriiniin

E. coli hiicrelerinde ekspresyonu sonucunda alinan orneklerle olusturulan SDS-

PAGE goriintiisii sekil 4.7.” de gosterilmistir.

32 kDa GCSF

Sekil 4.7. GCSF'nin PKJE7 plazmidi ile koekspresyonunun biiyiik dlgekte iiretimine ait
SDS-PAGE goriintiisii. 1.Kuyucuk protein markor, 2. Kuyucuk indiikleme Oncesi
TOLAIII-GCSF plazmidi igeren E. coli hiicreleri, 3.Kuyucuk IPTG ile indiikleme
sonrast TOLAIII-GCSF plazmidi iceren E. coli hiicreleri, 4. Kuyucuk Sonikasyon ve
enzimatik hiicre parcalama sonrasi, 5. Kuyucuk ultrasantrifiij sonrasi siipernatant, 6.
Kuyucuk ultrasantrifiij sonras1 pellet, 7. Kuyucuk affinite kromatografisi sirasinda
kolona tutulmayan molekiiller, 8. Kuyucuk Imidazol icermeyen fosfat tamponu ile
yikama sonrasi kolondan gelen molekiiller, 9. Kuyucuk Kolona tutunduktan sonra
imidazol i¢eren tampon ile ilk eliisyon, 10. Kuyucuk Kolona tutunduktan sonra imidazol
igeren tampon ile ikinci eliisyon.
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Protein konsantratérii yardimi ile istenmeyen proteinlerin boyutlarina gdre
fraksiyonlanmasi sonucu hedef iiriiniin saf olarak elde edilmesine dayali yapilan

caligmaya ait SDS-PAGE goriintiisti Sekil 4.8.” de gosterilmistir.

32 kDa

35 kDa— =
GCSF

25kDa —>

Sekil 4.8. GCSFnin PKIJE7 plazmidi ile koekspresyonu sonrasi ek saflastirma
islemlerine ait SDS-PAGE goriintiisii 1.Kuyucuk protein markdr, 2. Kuyucuk Kolona
tutunduktan sonra imidazol i¢eren tampon ile ilk eliisyon, 3. Kuyucuk 50 cutoff protein
konsantratdrii ile alta gecen proteinler, 4. .Kuyucuk 30 cutoff protein konsantratorii ile
istte kalan proteinler, 5,6 ve 7. Kuyucuklar diyaliz sonrasi hiicre kiiltiirii oncesi saf

GCSF.
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4.2. Hiicre Canhilik Testlerine Ait Bulgular

GCSF, rekombinant olarak ¢oziilebilir formda iiretilip saflastirildiktan sonra HUVEC
hiicre hattinda hiicrelerin canliligi ve proliferasyonunu goézlemlemek adina hiicre
kiiltiirii ¢alismalart yapilmistir. GCSF’nin hiicre canlilifina ve proliferasyonuna katki
saglanmast beklenmektedir. Bu c¢alismalara ait degerler “Excel” programinda %
canliliga ait siitun grafigi olusturulmustur. 24 ve 48 saat boyunca GCSF’ye maruz
birakilan HUVEC hiicre kiiltiiriine ait % canlilik verileri Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.‘da

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. HUVEC hiicre hattinda GCSF'nin 24 saat sonrast aktivite tayinine ait %
Canlilik grafigi. 24 Saat sonu HUVEC hiicre hattiyla yapilan calismada NK: Negatif
kontrol, 1: 0.5 mg/mL 30 cutoff {istii saf protein, 2: 0.3 mg/ml Saf GCSF, 3: 1 mg/mL
50 cutoff alt1 saf proteinden ng/mL bazinda seyreltilmis protein.
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Sekil 4.10. HUVEC hiicre hattinda GCSF'nin 48 saat sonrasi aktivite tayinine ait %
Canlilik grafigi. 48 saat sonunda HUVEC hiicre hattiyla yapilan ¢alismada NK: Negatif
kontrol, 1: 0.5 mg/mL 30 cutoff iistii saf protein, 2: 0.3 mg/ml Saf GCSF, 3: 1 mg/mL
50 cutoff alt1 saf proteinden ng/mL bazinda seyreltilmis protein.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez caligmasimin temelini daha 6nceki ¢alismalarda inkliizyon cisimcigi olarak agrege
olan GCSF gibi ¢ok kiymetli bir biyomolekiiliin c¢oziilebilir formda {iretilerek
saflastirilmasinin ve aktivitesinin yapilmasi amact olusturmustur. Farkli saperonlari
ifade eden plazmitler ile yapilan koekspresyon sonucu 32 kDa boyutundaki GCSF’nin
¢oOziilebilir formda yani siipernatant kisminda olmasi gerekmektedir. Ultra santrifiij
sonrast slipernatant kisminda bulunan dogru katlanmis proteinlerin saflagtirilmasi
islemi, refolding islemlerine gore ¢ok daha ekonomik, verimli ve kolaydir. Yapilan
denemelerde bulgularda bulunan goriintiilerden anlasilacagi lizere pG-KJES, pGro7,
pG-Tf2, pTf16 plazmitleri beklenen etkiyi gostermemistir. Fakat pKJE7 plazmidi (Sekil
2.6.) ile yapilan koekspresyon sonucu GCSF’nin dogru sekilde coziilebilir formda

ekspresyonun iyi bir verimle saglanmis oldugu belirlenmistir.

Hiicre kiltiirii i¢cin proteinin saflifinin ¢ok yiliksek olmasi gerektiginden, histidince
zengin oldugundan afinite kolona tutunan istenmeyen proteinlerin giderilmesi i¢in 30 ve
50 Cutoff protein konsantratorleri kullanilmistir. Bu sayede belirli boyut araligindaki
istenmeyen proteinler elimine edilerek safsizlik ¢ok biiyiik oranda giderilmistir. Ayrica
saperon proteinlerin istenmeyen veya hiicre kiiltiiriinde sitotoksik etki yapabilecek
proteinlerin katlanmasina katki saglayacagi gercegi de gbéz Oniine alinarak safligin

biiyiik oranda saglanmasi gerektigi gergegi gdz dniine alinmistir.

Calismamizda rekombinant protein iiretiminde oldukca sik kullanilan E. coli bakterisi
ile insan graniilosit koloni uyarict faktoriin (GCSF) ¢oziiliir halde tiretilerek oldukca
kiymetli olan bu biyomolekiiliin tiretim maliyeti, zorlugu ve iiretim siiresinin azaltilmasi

yOniinde ¢aligsmalar yapilmstir.

Sekil 4.6.’da goriildiigii lizere koekspresyon olmadan E. coli BL21 pLysE hiicreleri ile
tek basina yeterli ve dogru katlanmanin olmadigi belirlenmistir. Bu sekilde tiretimi

yapilan GCSF proteininin inkliizyon cisimcigi olarak agregasyona ugradigi ve

44



islevselligini ve verimini kaybettigi bilinmektedir (Vanz ve ark., 2008). Sekilde 6
numarali kuyucukta ekspresyonu saglanan biiylik miktarda GCSF’nin agregasyona

ugrayarak pellet olarak ¢oktiigii gériilmektedir.

Sekil 4.6.” da 6 numarali kuyucukta pellet olarak ¢oken GCSF, PKJE7 saperon sistemi
ile koekspresyonu soncunda sagladigi katlama verimliligi ile sekil 4.7’ de 9 numarali
kuyucukta biiyilk oranda inkliizyondan kurtarilmistir. Boylece onceki calismalarda
kullanilan ve biiylik oranda verim kaybiyla sonuglanan ve vakit kaybettiren refolding
islemlerine ihtiyagc duymadan GCSF c¢oziilebilir formda iiretilmistir. Saf ve islevsel
olarak elde edilen GCSF, hiicre Kkiiltiirii c¢alismalar1 i¢in saflastirma oraninin
arttirtlmasina ve toksik etki yapabilecek bilesenlerden arindirilmasi amaciyla ekstra
saflagtirma islemlerine tabii tutulmustur. Hem protein konsantrasyonunu azaltmak hem
de istenmeyen molekiillerin eliminasyonunu saglamak amacl protein konsantratorleri
kullanilmis ve belirli biiyiikliikk araligindaki molekiiller uzaklastirilmistir (Sekil 4.8).
Hiicre kiiltlirii icin yapilan protein iiretimi sirasinda 4 adet 600 mL LB besiyerinde
biiyiitiilen hiicrelerden saflastirma sonunda 100 pl Ni-NTA Agaroz rezine tutunup
saflastirilan protein konsantrasyonu 3.91 mg/mL’dir. Ek saflastirma siiregleri sonrasinda

elde edilen saf GCSF miktar yaklagik 1.5 mg/mL’dir.

HUVEC hiicre hatti ile yapilan yiizde canlilik testinde sekil 4.9° da goriildiigii iizere 24.
Saat sonunda 1 numara ile gosterilen 0.5 mg/mL saf GCSF, negatif kontrole (NK) kars1
250 ng/mL’ den daha diisiik seviyelerde daha etkili bir sonu¢ gostermistir. Fakat 1000
ve 500 ng/mL konsantrasyonunda beklenen etkiyi sunmamustir. Ote yandan 0.3 mg/mL
saf GCSF yine diisik konsantrasyonda hiicre hattt canliliimi arttiran bir etki

gostermistir.

HUVEC hiicre hatt1 ile yapilan ylizde canlilik testinde ise sekil 4.10° da goriildiigi
lizere 48. saat sonunda 1 numara ile gosterilen 0.5 mg saf GCSF ve 2 numara ile
gosterilen 0.3 mg/mL Saf GCSF, negatif kontrole (NK) kars1 diisiik bir etki gdstermistir.
Diger yandan 3 numara ile gosterilen 1 mg/mL 50 cutoff alt1 protein, negatif kontrol ve

diger konsantrasyonlara kars1 az da olsa etki gostermeye devam etmistir.

Bozkurt ve ark., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, rekombinant GCSF refolding
islemleri ile elde edilerek HUVEC hiicre hattinda MTT ile % canlilik testi yapilmaistir.
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Yapilan ¢alismada 200 mM, 100 mM, 50 mM, 25 mM, 12.5 mM, 6.25 mM, 3.125 mM,
1.62 mM, 0.781 mM, 0.391 mM ve 0.195 mM konsantrasyonlarinda GCSF uygulanmas,
25 mM, 6.25 mM ve 1.62 mM konsantrasyonundaki GCSF hiicre canliligmma ve
proliferasyonuna katkida bulunmustur (Sekil 5.1.). Fakat saperon sistemler ile

koekspresyon seklinde yaptigimiz ¢alisma sonucu elde edilen GCSF’nin daha etkili
oldugu saptanmuistir.
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Sekil 5.1. Farkli rhG-CSF konsantrasyonlarinin HUVEC hiicre hattinda 24 ve 48 saat
sonu % Canlilik analizi (Bozkurt, 2019-Modifiye edilmistir).

Lee ve ark., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, 0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100
ng/mL, 100 ng/mL rh-GCSF, negatif kontrol (C ile gosterilmis), ve 10 ng/mL VEGF ile
OD 490 nm dalga boyunda HUVEC hiicre hatt1 ile proliferasyon testi (Sekil 5.2.). Bu
caligmada ticari thG-CSF (Lenogratism), Chugai Pharmaceutical Co,Ltd. (Tokyo)‘ den
temin edilmis, fakat HUVEC hiicre hattinda hiicre proliferasyonuna negatif kontrol ile

benzer bir etki gosterirken VEGF oldukea biiyiik bir etki gdstermistir.
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Sekil 5.2. rhG-CSF ve VEGF’nin HUVEC proliferasyon analizi (Lee ve ark., 2005).

Hoglund, (1998) tarafindan yapilan calismada lenograstim ve filgrastimin aktivite
karsilagtirmasin1 yapmis ve glikolizasyondan dolay1 lenograstimin reseptoriine olan
ilgisinin artmis olabilecegi konusuna deginmistir. Calismada ayrica dolasim yoniinde ve

yarilanma 0mrii konusunda belirgin bir fark saptanmadigi belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda katma degeri yiiksek olan ve klinikte oldukca yaygin olarak
kullanilan Graniilosit koloni uyarici faktér (GCSF)‘nin koekspresyon yontemi ile
¢cOziiniir formda, yiliksek etkinlie ve verime sahip iretimi yOniinde caligmalar
yapilmistir. GCSF gibi kiymetli terapotik iiriinlere olan ihtiya¢g giinden giine
artmaktadir. Bu ihtiyaci karsilamak adina farkli ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Bu tez
calismasinin da artan talebin karsilanmasi noktasinda katki sunacagi ve ilham verecegi
ongoriilmektedir. Sonug olarak ¢oziiliir formda islevsel ve saf GCSF, ¢esitli klinik
caligmalarda kullanilmak icin gelecek vadetmektedir. Dolayisiyla rekombinant insan
koloni uyaric1 faktoriin (GCSF) ¢oziilebilir formda ve saf olarak {iretilmesi, lilkemiz
adina yerli ve milli teknoloji hamlesinin gerceklestirilmesi noktasinda biyoteknoloji

alaninda biiylik 6nem arz etmektedir.
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